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Munchen 





m Herstallen sines Implantates aus Zellkulturen 
5) Bei dom vorgesohlagenen Verfahren zum Herstellen eines 
Implantates aus Zellkulturen wird die dreidimensionale Tra- 
gerstruktur, an die Zellen angelagert sind, zunSchst umman- 
telt und ansohlieBend mit einer Nahrldsung perfundiert, uber 
die die Zellen ernahrt warden. Mit der Erfindung wird 
vorgeschlagen, in die Tragerstruktur resorhierbare Mikrokor- 
per. z. B. pordse Mikrokugeln (4) einzubetten, die bei der 



Matrixkomponenten bzw. analogen Materialien besteht. 
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Beschreibung 

Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren zum 
Herstellen eines lmplantates aus Zellkulturen, insbeson- 
dere Knorpelzellen, wie dieses im Hauptpatent . . . (Pa- 
tentanmeldung P 43 06 661.5) beschrieben ist. Bei die- 
sem Verfahren werden die Zellen auf eine im implan- 
tierten Zustand resorbierbare Tragerstruktur aufge- 
bracht, wobei als Tragerstruktur eine dreidimensionaie, 
im wesentlichen formstabile und entsprechend der ge- 
wUnschten Form des lmplantates vorgeformte Trager- 
struktur mit einer zusammenhangenden inneren Ober- 
flache und einem geringen Volumen verwendet wird. In 
den inneren Hohlraum dieser Tragerstruktur werden 
die Zellen eingebracht, wonach anschlieBend die die 
Zellen aufnehmende Tragerstruktur mit einem Material 
ummantelt wird, durch die eine NahrlOsung in das Inne- 
re der Tragerstruktur hindurchstromen, vorzugsweise 
hindurchdiffundieren, kann. Das gesamte Gebilde der 
ummantelten Tragerstruktur mit den aufgenommenen 
Zellen wird anschlieBend mit einer Nahrlosung zumin- 
dest solange perfundiert, d. h. durchstromt, bis sich zu- 
mindest teilweise eine die Zellen aneinanderbindende 
interzelluiare Matrix ausgebildet hat. AnschlieBend 
wird die Tragerstruktur implantiert, die allmahlich im 
KQrper resorbiert wird, wobei sich gleichzeitig die Zel- 
lenmatrix weiterbildet. 

Das Material fur die Ummantelung der Tragerstruk- 
tur wird hierbei so gewahlt, daB die fur den Aufbau der 
interzellularen Matrix notwendigen Zellenprodukte, 
insbesondere Kollagene und Proteoglykane im Inneren 
der Tragerstruktur zuriickgehalten werden und aus dem 
Zellverband nicht ausgeschwemmt werden. Als Materi- 
al fur diese Umhullung ist z. B. Agarose geeignet. Auch 
andere Materialien konnen in Betracht gezogen wer- 
den, sofern sie die gewiinschten Eigenschaften nach Art 
einer semipermeablen Membran aufweisen. 

Als Tragerstruktur wird vorzugsweise ein dreidimen- 
sionales Vlies aus Polymerfasern verwendet, wobei die 
Fasern selbstverstandlich noch vorbereitet werden k8n- 
nen, um die Adhasion von Zellen zu begUnstigen. 

Ferner ist es vorteilhaft, die Zellen in einer Suspen- 
sion mit der NahrlOsung in die Tragerstruktur einzu- 
bringen, wobei zusatzlich die Suspension mit einem 
Fremdmaterial, wiederum etwa Agarose versetzt wird. 
Dieses Fremdmaterial erhoht zum einen die Viskositat 
der Suspension, dient jedoch zum anderen auch dazu, 
intensiv vermehrte Knorpelzellen, die sich in ihrer Form 
verandert haben und mehr Fibroplasten ahneln, wieder- 
um zu Knorpelzellen zu redifferenzieren. Fur eine sol- 
che "Rilckbildung" benfltigen die Zellen ein umgebendes 
Medium, z. B. die erwahnte Agarose. 

Bei dem beschriebenen Verfahren kdnnen zwei Pha- 
sen der Implantatentwicklung unterschieden werden. 
Als erste Phase kann man die Vorformung bzw. Kondi- 
tionierung des Gewebes in vitro betrachten. Die zweite 
Phase hingegen umfaBt die Reifung und Einheilung des 
Gewebes in vivo, d. h. nach der Implantation. Wie im 
Hauptpatent erwahnt, besteht wahrend der ersten Pha- 
se prinzipiell die Moglichkeit, die Gewebeentwicklung 
zu steuern, indem vorzugsweise iiber das Perfusionssy- 
stem bestimmte Bedingungen und Faktoren, wie z. B. 
Zugabe von Serum oder gewebsmorphogener Proteine, 
vorgegeben werden. Nach der Transplantation in vivo 
besteht jedoch derzeit keine Moglichkeit mehr, die Ge- 
webebildung zu beeinflussen. 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, das in dem 
Hauptpatent angegebene Verfahren zu verbessern und 
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insbesondere die Gewebebildung durch zusatzliche 
MaBnahmen zu begUnstigen. 

Mit der Erfindung wird hierzu vorgeschlagen, in die 
Tragerstruktur resorbierbare Mikrokorper einzubetten, 

5 in denen die Gewebebildung beeinflussende Faktoren 
aufgenommen sind, die ihrerseits bei der allmahlichen 
Resorption der Mikrokorper freigegeben werden. Als 
Mikrokorper konnen z. B. porose Mikrokugeln mit ei- 
nem Durchmesser zwischen etwa 10 und 200 Mikrome- 

o tern, vorzugsweise zwischen 20 und 50 Mikrometern, 
aus einem resorbierbaren Material, z. B. aus Polylactid 
verwendet werden, in die die gewunschten Faktoren zur 
Gewebedifferenzierung oder zur Entzundungshem- 
mung eingebunden sind. Derartige Faktoren konnen 

5 z. B. Peptid-Faktoren, z. B. emzundungshemmende Cy- 
clopeptid-Antibiotika, wie Cyclosporin A, oder geeigne- 
te rekombinante gewebsmorphogene Proteine sein, die 
im Transplantat langsam, d. h. iiber mehrere Monate 
hinweg, freigesetzt werden. Wenn die Mikrokorper, 

o z. B. die erwahnten porosen Mikrokugeln, in ihrer Gro- 
Be den Zellen ahneln, konnen diese beim Kulturansatz 
der Zellsuspension beigemischt werden und so in glei- 
cher Weise wie die Zellen im Polymervlies verteilt wer- 
den. Die Degradation der Mikrokorper muB bei der 

5 Herstellung so eingestellt werden, daB sich die Freiset- 
zung der Faktoren Qber die gewunschte Zeit, z. B. meh- 
rere Monate, erstreckt. 

Wie oben erwahnt, ist es vorteilhaft, neben der resor- 
bierbaren Tragerstruktur, insbesondere aus einem Poly- 

o mervlies, auch noch ein Fremdmaterial, z. B. Agarose, 
einzusetzen. Anstelle der Agarose konnen auch andere 
Materialien verwendet werden, die eine semipermeable 
Membran um die Tragerstruktur mit den oben erwahn- 
ten giinstigen Eigenschaften aufweisen. Besonders vor- 

5 teilhaft sind hierbei Hydrogele aus extrazellularen Ma- 
trixkomponenten zu verwenden, vorzugsweise etwa ein 
Copolymer aus Chondroitinsulfat, z. B. Chondroitin- 
4-sulfat und Kollagen, z. B. Kollagen Typ II, und/oder 
Hyaluronsaure. Chondroitinsulfate und Hyaluronsaure 

o sind die Hauptbestandteile der Binde- und Stutzgewe- 
besubstanz und auch im Knorpelgewebe, dort allerdings 
mit einem speziellen Protein verkniipft, vorhanden. Die- 
se knorpeltypischen Matrixkomponenten kennen eine 
Redifferenzierung der Zellen beschleunigen und stellen 

5 geeignete Bausteine fur die Neubildung der extrazellu- 
laren Matrix zur Verfiigung. Es ist auch denkbar, derar- 
tige Komponenten synthetisch herzustellen. Weitere 
Fremdmaterialien filr die Tragerstruktur sind z. B. Gly- 
kosaminoglykane bzw. Kollagen-GAG-Copolymere, in 

o die die Zellen suspendiert sind. Neben dem erwahnten 
Chondroitinsulfat und dem Kollagen ist auch ein Kerat- 
ansulfat denkbar. Statt der natiirlichen Kollagene oder 
Proteoglykane kOnnen auch synthetische Polypeptide, 
z. B. Poiylysin oder Polysaccharide verwendet werden. 

5 Hierbei ist es sogar denkbar, die Tragerstruktur fort 
zulassen, wenn es gelingt, nach dem Herstellen der Zell- 
suspension die extrazellularen Matrixkomponenten in 
geeigneter Weise zu vernetzen, z. B. durch Bestrahlung 
mit UV-Licht. An diese vernetzte Struktur konnen sich 

o dann die Zellen anlagern. 

Die Erfindung ist in Ausfuhrungsbeispielen anhand 
der Zeichnung naher eriautert. In dieser stellen dar 

Fig. 1 einen Ausschnitt aus einer Tragerstruktur mit 
daran angelagerten Zellen sowie Mikrokugeln, die in 

5 Molekulen einer extrazellularen Matrix suspendiert 

Fig. 2 eine schematische Schnittzeichnung der ver- 
wendeten Mikrokugeln. 
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Eine in Fig. 1 nur im Ausschnitt gezeigte dreidimen- 
sionale Tragerstruktur aus Polymerfasern 1 wird mit 
einer Suspension 2 getrankt, in der Zellen 3, in diesem 
Fall Knorpelzellen, und porose Mikrokugeln 4, die etwa 
die gleiche GroBe wie die Zellen haben, suspendiert 5 
sind. Die Suspension 2 besteht entweder aus Agarose 
und/oder einem der oben genannten Fremdmaterialien, 
d. h. z. B. extrazellularen Matrixkomponenten, die Bau- 
steine fiir die Bildung der extrazellularen Matrix liefern. 

Die nach der Implantation des lmplantates resorbier- 10 
baren Mikrokugeln 4 weisen, wie schematise* in Fig. 2 
dargestellt ist, kleine Hohlraume 5 auf, in die die Gewe- 
bebildung beeinflussende Faktoren. z. B. entziindungs- 
hemmende Faktoren wie Antibiotika etc. eingebunden 
sind. Bei der allmahlichen Resorption der Mikrokugeln 15 
werden dann diese Faktoren verzogert freigegeben. 

Die gesamte Tragerstruktur wird noch mit einer Hiil- 
le, z. B. der erwahnten Agarose ummantelt, wonach an- 
schlieBend, wie im Hauptpatent beschrieben, die derart 
vorbereitete Tragerstruktur in eine Perfusionsappara- 20 
tur eingesetzt und mit NahrlOsung durchstromt wird. 
Anstatt die Tragerstruktur mit Agarose oder einem an- 
deren Hydrogel zu ummanteln, ist es auch m6glich, die 
Tragerstruktur mit Polyelektrolytkomplexen zu verkap- 
seln, die ebenfalls bei geeigneter Zusammensetzung die 25 
Eigenschaften einer semipermeablen Membran aufwei- 
sen, d. h. fur den hier gewunschten Zweck die Diffusion 
mit Nahrlosung ermoglichen, jedoch das Ausschwem- 
men von extrazellularen Komponenten aus dem Inne- 
ren der Tragerstruktur verhindern. Ein solcher Poly- 30 
elektrolytkomplex aus Polyanionen und Polykationen 
kann z. B. aus Protoglykanen und Polylysin aufgebaut 
werden. Dieser Polyelektrolytkomplex umschlieGt die 
vorbereitete Tragerstruktur praktisch vollstandig mit 
einem semipermeablen Hiutchen. 35 

Patentanspruche 

1. Verfahren zum Herstellen eines lmplantates aus 
Zellkulturen, insbesondere Knorpelzellen, wobei 40 
die Zellen auf eine resorbierbare dreidimensionale, 
im wesentlichen formstabile und entsprechend der 
gewunschten Form des Implantats vorgeformte 
Tragerstruktur mit einer zusammenhangenden in- 
neren Oberflache und einem geringen Volumen 45 
aufgebracht werden, 

in den inneren Hohlraum der Tragerstruktur die 
Zellen eingebracht werden, 

die die Zellen aufnehmende Tragerstruktur mit ei- 
nem Material ummantelt wird, durch das die Nahr- M 
losung hindurchdiffundieren kann und 
die die Zellen aufnehmende Tragerstruktur mit ei- 
ner Nahrlosung zumindest solange perfundiert 
wird, bis sich zumindest teilweise eine die Zellen 
aneinanderbindende interzellulare Matrix ausgebil- 55 
det hat, 

dadurch gekennzeichnet, daB in die Tragerstruk- 
tur (1) resorbierbare Mikrokorper (4) eingebracht 
werden, in denen die Gewebebildung beeinflussen- 
de Faktoren aufgenommen sind, die ihrerseits bei 6 o 
der allmahlichen Resorption der Mikrokorper frei- 
gegeben werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als Mikrokorper porose Mikrokugeln 
verwendet werden. 65 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB gekennzeichnet, daB die Mikro- 
korper einen Durchmesser aufweisen, der etwa 



demjenigen der Zellen entspricht und etwa zwi- 
schen 10 und 200 Mikrometern, vorzugsweise zwi- 
schen 20 und 50 Mikrometern, liegt. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, daB als Material 
fiir die Mikrokorper resorbierbare Polymere, vor- 
zugsweise Polylactide, verwendet werden. 

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB als die Ge- 
webebildung beeinflussende Faktoren entziin- 
dungshemmende Faktoren, insbesondere Antibio- 
tika verwendet werden. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als Antibiotika Cyclopeptid-Antibio- 
tika, wie Cyclosporin A verwendet wird. 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, daB als die Ge- 
webebildung beeinflussende Faktoren rekombi- 
nante gewebsmorphogene Proteine verwendet 

8. Verfahren insbesondere nach einem der vorher- 
gehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB 
in die Tragerstruktur (t) ein die Redifferenzierung 
von intensiv vermehrten Zellen beeinflussendes 
Fremdmaterial eingegeben wird, insbesondere ein 
Hydrogel aus extrazellularen Matrixkomponenten. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als Fremdmaterial ein Copolymer aus 
Chondroitin-4-sulfat und Kollagen Typ II und/oder 
Hyaluronsaure verwendet wird. 

10. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als Fremdmaterial Kollagene, Proteo- 
glykane, synthetische Polypeptide oder Polysac- 
charide verwendet werden. 

11. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB als Fremdmaterial extrazellularen 
Matrixkomponenten analoge Materialien verwen- 
det werden, die gegebenenfalls durch eine spezielle 
Behandlung, z. B.UV-Bestrahlungvernetzen. 

1 2. Verfahren insbesondere nach einem der vorher- 
gehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, daB 
die Tragerstruktur mit Polyelektrolytkomplexen 
ummantelt wird. 
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